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es proteïnes són biomolècules molt importants 
en qualsevol organisme perquè realitzen gran 
part de les funcions d’aquest organisme. Les proteïnes evolucionen gràcies a 
mutacions en el genoma que s’expressen en proteïnes noves sobre les quals la 
selecció natural pot actuar. Entendre com han evolucionat ens permet entendre la 
biodiversitat actual del nostre planeta. 
En aquest treball de recerca primerament es va dur a terme una recerca 
bibliogràfi ca de com apareixen les mutacions, quins tipus trobem i com actua 
l’evolució sobre aquestes fi ns al punt d’obtenir noves espècies. Seguidament, 
es va aconseguir l’evolució artifi cial de la proteïna HisF mutant el seu gen i es 
va aconseguir, així, que aquesta proteïna realitzés una nova funció. Finalment, 
es van relacionar diferents espècies evolutivament comparant l’hemoglobina de 
diferents espècies amb tècniques bioinformàtiques i es va veure quines zones 
d’una proteïna són les que l’evolució conserva.
Evolució artifi cial de la proteïna HisF 
Objectiu
Aquest experiment pretén veure, empíricament, el funcionament de la creació 
de noves proteïnes provocant la seva evolució artifi cial.  
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Descripció del projecte
Per tal de reproduir artifi cialment l’evolució es va treballar amb dues proteïnes, 
la HisA i la HisF, que són dos enzims que catalitzen dues reaccions successives 
en la biosíntesi de la histidina (Imatge 1), un aminoàcid necessari per la creació 
de proteïnes. Els dos enzims són imprescindibles per a la creació d’histidina i 
la falta d’un dels dos provoca la mort de l’organisme, ja que les proteïnes que 
continguin histidina no podran ser sintetitzades, i moltes d’aquestes són vitals 
per un ésser viu. 
La HisA i la HisF estan formades per 250 aminoàcids, 3 o 4 dels quals són els 
responsables de la funció de la proteïna, mentre que la resta té funció estructural. 
Els dos enzims coincideixen en un 25% de la seva seqüència (Lang et al., 2000) 
i la seva estructura molecular és molt similar (Imatge 2).
A causa de la seva gran similitud, els científi cs creuen que, durant un període 
de temps, els dos enzims van ser en realitat una sola proteïna que va acabar 
donant lloc a dos proteïnes diferents a causa de processos de duplicació gènica 
Imatge 1: Procés de biosíntesi de la Histidina, amb els punts d’acció de la 
HisA i la HisF marcats (Font: Henn-Sax, 2008).
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i una posterior diferenciació causada per mutacions. Després de certs estudis es 
va determinar que, en alguns casos, només canviant un aminoàcid d’una de les 
proteïnes, s’aconseguia que la proteïna modifi cada tingués la funció de l’altra 
(Lang et al., 2000). És precisament aquest canvi de funcionalitat mitjançant 
mutacions el que es vol comprovar en el següent experiment. 
La pregunta a respondre era: es pot aconseguir que el gen hisF pugui produir una 
proteïna que pugui fer la funció de la HisA en el procés de creació de la histidina? 
(N. d. A: Si s’escriu hisA o hisF, està parlant dels gens, mentre que si s’escriu HisA 
o HisF, s’està fent referència a les proteïnes transcrites per aquests gens. 
La hipòtesi plantejada era que mutant artifi cialment el gen hisF es podia 
aconseguir que codifi qués per una proteïna la funció de la qual fos equivalent a 
la de la HisA.  
Així, si a un bacteri sense el gen hisA se li 
introduís un plasmidi amb el gen hisF modifi cat 
capaç de sintetitzar una proteïna amb la funció 
de la HisA, aquest seria capaç de sobreviure en 
un medi sense histidina.
Per tal de verifi car aquesta hipòtesi, primer 
es van produir moltes còpies del gen hisF 
usant el sistema de l’error-prone-PCR, un 
sistema idèntic al de la PCR, però en el qual 
s’introdueixen mutacions a l’atzar. El gen hisF 
modifi cat va rebre el nom de hisF*, i la proteïna 
que codifi cava, HisF*.
Imatge 2: Estructures moleculars de la HisA i la HisF en l’espècie Thermatoga 
marítima (Font: Lang et al., 2000).
Imatge 3: Plasmidi desitjat resultant 
de la lligació del vector i l’insert 
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Seguidament, es van aïllar plasmidis d’una colònia de bacteris. Per tal 
d’introduir el producte de l’error-prone-PCR als plasmidis es va utilitzar el 
mètode de la restricció per tallar el plasmidi (vector) i també per aïllar el gen hisF* 
(insert) del fragment copiat en l’error-prone-PCR. Com que havien estat tallats 
pel mateix enzim, el plasmidi i el gen hisF* presentaven fi nals complementaris, 
de manera que es van poder unir mitjançant la lligació. Així, es van obtenir els 
plasmidis que s’introduirien als bacteris, el plasmidi pTna_hisF* (Imatge 3). 
Es va separar una colònia dels bacteris sense el gen hisA i es van transformar 
introduint-los el plasmidi pTna_hisF* mitjançant la tècnica del “heat shock”. 
També es van introduir a un altre grup de bacteris sense el gen hisA el 
plasmidi pTna_hisA, el qual contenia el gen hisA, i en un altre grup el pTna_
hisF, que contenia el gen hisF. Aquests dos grups eren usats com a control. En 
els tres plasmidis (pTna_hisF*, pTna_hisA i pTna_hisF) es trobava, també, el 
gen de resistència a l’ampicil·lina, un antibiòtic. Aquest gen de resistència ens 
permetria assegurar que en un medi amb ampicil·lina només sobrevisquessin 
els bacteris que s’haguessin transformat, ja que serien els únics que podrien 
degradar l’ampicil·lina.
Per últim, es van preparar dues classes de medi per als bacteris:
1. El medi LB: un medi amb tots els nutrients necessaris per a la cèl·lula.
2. El medi M9: un medi mínim només amb glucosa i sals, de manera que 
en aquest medi els bacteris s’havien de sintetitzar ells mateixos els aminoàcids, 
com la histidina, per tal de formar proteïnes.
Tots dos medis contenien ampicil·lina per tal d’obtenir només els bacteris 
transformats. Es van sembrar els bacteris control i els bacteris experiment en els 
dos medis i es van deixar incubar totes les plaques durant la nit.
Resultats esperats
 Cèl·lules ∆Hisa + ∆Hisa + ∆Hisa +
 químicament pTna_hisA pTna_hisF pTna_hisF*
 competents (control +) (control -) (experiment)
 (control -)






    ? (+)
M9  + - ? (+)
    ? (+)
Taula 1: Resultats esperats en cada placa de cultiu, on “+” signifi ca creixement i “-” signifi ca 
absència de creixement. (Font: Elaboració pròpia)
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1. En el medi LB tots els bacteris amb algun dels plasmidis havien de créixer 
perquè ja disposaven d’histidina i, per tant, no calia que la sintetitzessin i, a 
més, tenien el gen de resistència a l’ampicil·lina. Així, era un control positiu. Els 
bacteris sense plasmidi (cèl·lules químicament competents) es van fer créixer en 
un medi LB +Amp per veure que els bacteris sense cap plasmidi morien (control 
negatiu).
2. Els bacteris ∆HisA + pTna_hisA es van usar com a control positiu perquè 
s’esperava que en el medi M9 sobrevisquessin gràcies al fet de tenir el gen hisA 
al plasmidi, el qual els permetria sintetitzar HisA sense problema i, així, obtenir 
histidina.
3. Els bacteris ∆HisA + pTna_hisF es van usar com a control negatiu perquè 
s’esperava que en el medi M9 morissin a causa de la falta del gen hisA o qualsevol 
d’equivalent, ja que en el plasmidi portaven el gen hisF, que igualment ja tenien 
al seu genoma principal. Sense aquest gen hisA o un d’equivalent no podrien 
sintetitzar HisA i, així, no podrien obtenir histidina.
4. Finalment, els bacteris ∆HisA + pTna_hisF* en M9 eren el veritable 
experiment i per això se’n van preparar 3 plaques i amb més quantitat de bacteris. 
No hi havia un resultat esperat per aquestes plaques perquè no es podia saber si 
les mutacions provocades artifi cialment i a l’atzar haurien aconseguit canviar la 
funció de la HisF. Si realment havien fet que pogués fer la funció de la HisA, 
s’esperava que els bacteris creixessin en el medi M9, ja que llavors tindrien tots 
els gens necessaris per poder sintetitzar la histidina.
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Resultats obtinguts i discussió
Tot i ser en un medi LB com en la 
imatge anterior, aquí podem observar 
que no hi ha hagut tant creixement. 
Això és causat pel tipus de promotor 
dels gens hisA, hisF i hisF*: el pro-
motor d’aquests gens fa que aquests es 
transcriguin en tot moment. Així, tot i 
tenir histidina al medi, els bacteris del 
primer cultiu en continuen produint i, 
com que en tenen més quantitat, poden 
créixer més
Aquest és el mateix cas que en la 
Imatge 5: hi ha creixement però no 
tant com en el primer cas.
Imatge 5: LB, E.coli ∆ HisA + pTna_hisF
Imatge 6: LB, E.coli ∆ HisA + pTna_hisF*
Com podem veure en aquesta  imat-
ge, hi ha hagut molt creixement en el 
medi LB amb els bacteris que tenien el 
plasmidi amb el gen hisA, cosa que ja 
estava prevista.
Imatge 4: LB, E.coli ∆ HisA + pTna_hisA
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Imatg 7: M9, E.coli ∆ HisA + pTna_hisA
Podem veure com els bacteris amb el 
gen hisA han sobreviscut en un medi 
sense histidina, tal i com estava previst. 
Tot i així, veiem que el seu creixement 
és molt inferior al corresponent en el 
medi LB. Aquest fet és fàcilment expli-
cable: ara el bacteri s’ha de sintetitzar 
totes les substàncies que necessita, fet 
que comporta que creixi més lentament.
Imatge 8: M9, E.coli ∆ HisA + pTna_hisF
En aquesta placa no hi podem veu-
re creixement. Ens podria semblar 
que n’hi ha, però vist de prop es 
veu que són bombolles. Tal i com 
estava previst, si aquests bacteris 
no es poden sintetitzar la HisA en 
un medi que no els proporciona 
histidina, es moriran, ja que no 
podran acabar produint aquest 
aminoàcid bàsic per a la creació 
de proteïnes.
Imatge 9: M9, E.coli ∆ HisA + pTna_hisF* 
Aquesta és una de les plaques del nos-
tre experiment amb el plasmidi que 
vam crear pTna_hisF*. Pel que hi po-
dem veure, hi ha creixement, tot i que 
no molt abundant. Això no és estrany 
perquè estem en un medi M9. Si ho 
comparem, hi ha més creixe¬ment en 
la Imatge 6 que aquí. Aquest fet segura-
ment es deu a què la proteïna HisF* que 
hem aconseguit que tingui la funció de 
la HisA, no és tan efectiva com la HisA.
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Discussió
Com s’ha pogut veure en aquest últim subapartat, els resultats esperats i els 
obtinguts coincidien. Això indica que tots els controls eren correctes i que, per 
tant, es pot confi ar amb els resultats del nostre experiment real. 
Pel que fa a la placa amb pTna_hisF* en el medi M9, els resultats de la 
qual no es podien endevinar, s’ha comprovat que un conjunt de bacteris ha 
sobreviscut i crescut. Això vol dir que el gen que es troba en aquest plasmidi pot 
sintetitzar una proteïna que té la capacitat de dur a terme la funció de la HisA. No 
necessàriament la proteïna HisF* serà igual estructuralment parlant que la HisA, 
però almenys en pot fer la funció que, com ja s’ha vist, no és tan bona com la de 
la proteïna original, ja que els bacteris amb el pTna_hisF* han crescut menys que 
els que contenien pTna_hisA.
Tot i així, cal dir que érem cinc grups que vam realitzar aquest experiment, 
on cada grup tenia tres plaques amb E.coli ∆ HisA + pTna_hisF* en el medi 
M9, i només en una placa vam poder veure-hi creixement. Com que en l’error-
prone-PCR les mutacions que se’n derivaven eren a l’atzar, les probabilitats que 
aquestes permetessin que el gen resultant pogués donar lloc a una proteïna amb 
la funció de la HisA eren més baixes que les probabilitats que no la pogués fer. 
Per assegurar la fi abilitat d’aquest experiment, l’hauríem de reproduir des del 
principi diversos cops. Nosaltres només vam tenir quatre dies per realitzar aquest 
experiment, així que no el vam poder repetir.
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Evolució i comparació de l’hemoglobina en diferents espècies 
Objectiu
Aquesta part del treball tenia per objectiu comparar les estructures de 
l’hemoglobina en diferents espècies per tal d’explicar com afecten els mecanismes 
de l’evolució a les proteïnes. 
Descripció del projecte i resultats
Per a aquesta investigació es va utilitzar l’hemoglobina com a proteïna 
d’estudi perquè és una proteïna coneguda per la població, amb una funció 
important i present en molts animals. L’hemoglobina es troba als glòbuls 
vermells dels organismes, on cada glòbul vermell conté un nombre aproximat 
de 280 milions d’hemoglobines. Aquesta proteïna té com a funció transportar 
l’oxigen dels òrgans de l’aparell respiratori als teixits, i seguidament transportar 
el diòxid de carboni dels teixits als òrgans de l’aparell respiratori.
L’hemoglobina (Imatge 8). està formada per quatre cadenes polipeptídiques, 
cada una formada per vuit hèlix α i un grup hemo El grup hemo (Imatge 9) és la 
part més important de l’hemoglobina, la part catalítica, ja que és un component 
orgànic amb un ferro al centre en el qual s’uneix l’oxigen.
 
Per tal de facilitar l’estudi i la comparació de l’hemoglobina, es va seleccionar 
la cadena A de l’hemoglobina de cada espècie. (N. d. A.: Durant l’estudi pot ser 
que es parli de “l’hemoglobina de l’espècie X”, quan en realitat només es tracta 
de la cadena A de l’hemoglobina de l’espècie X.).
Imatge 10: Estructura quaternària de 
l’hemoglobina. Els grups hemo estan pintats en 
verd (Font: <www.molecularstation.com>)
Imatge 11: Grup hemo amb el 
ferro al centre (Font: <www.mo-
lecularstation.com>)
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La informació sobre les estructures de les diferents hemoglobines es va 
obtenir del PCB (Protein Data Bank, en anglès). Es va voler seleccionar espècies 
dels diferents grups de vertebrats per tal de veure més diferències i poder intentar 
posteriorment la relació evolutiva que els uneix. Les espècies estudiades van 
ser les següents: Homo sapiens (humà), Canis lupus familiaris (gos), Anas 
platyrhynchos (ànec de collverd), Columba livia (colom) i Thunnus thynnus 
(tonyina). Cada hemoglobina té un codi a la base de dades del PDB (Taula 
2). L’hemoglobina d’humà i la de gos representen els mamífers, la d’ànec de 
collverd i la de colom representen els ocells i la de tonyina representa els peixos. 
No vam poder trobar cap hemoglobina d’amfi bi ni de rèptil. 
Per determinar les relacions evolutives entre les espècies es van comparar 
les seqüències de les hemoglobines de les diferents espècies amb un programa 
anomenat ClustalW2, una eina d’EBI (European Bioinformatics Institut, en 
anglès). Aquesta aplicació permet alinear seqüències d’ADN o proteïnes i 
acaba dibuixant un arbre fi logenètic per veure les relacions evolutives entre les 
seqüències. La imatge següent (Imatge 12) mostra l’alineació de les cadenes A 
de les hemoglobines de les cinc espècies:
Taula 2: Codis de les hemoglobines de les diferents espècies segons la base de dades del PDB 
(Font: Elaboració pròpia)
Humà Gos Ànec de collverd Colom Tonyina
1A00 2QLS 3EOK 2R80 1V4U
Imatge 12: Alineació de les cinc cadenes A de les diferents espècies. Un “*” signifi ca 
que els aminoàcids són idèntics en totes les seqüències; una conservació total. Els “:” i 
“.” indiquen diferents graus de conservació (Font: Programa ClustalW2)
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Observant les alineacions es pot veure que la cadena A de la tonyina és 3 
aminoàcids més llarga. Pel que fa a la conservació, es pot destacar zones 
altament conservades, on fragments de la seqüència són idèntics en totes les 
espècies. Tot i així, la majoria de l’alineament mostra que predominen les zones 
amb semiconservació o gens de conservació. Amb només l’alineament, però, no 
es pot saber si és una seqüència que difereix molt de les altres la que provoca 
aquest resultat o bé si totes difereixen igual entre elles. Per tal de saber-ho amb 
precisió es va consultar una taula de puntuacions que creava el mateix programa 
(Taula 3).
El que més ressalta de la informació de la taula és que en les quatre 
combinacions amb l’score més baix (un 55% o menys d’identitat), una de les dues 
seqüències és sempre la de la tonyina. Aquest fet ens indica que l’hemoglobina 
de la tonyina és la que difereix més de la resta d’hemoglobines. Per tant, la causa 
dels resultats poc conservats de l’alineament era les diferències que presenta la 
tonyina respecte les altres. 
Gràcies a l’alineació i la taula de puntuació, el programa ClustalW2 va 
generar un arbre fi logenètic de les cinc hemoglobines (Imatge 13):
Name Len(aa) SeqB Name  Len(aa) Score%  
1 1A00_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 2 2QLS_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 83   
3 3EOK_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 4 2R80_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 82   
1 1A00_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 3 3EOK_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 71   
2 2QLS_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 3 3EOK_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 70   
2 2QLS_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 4 2R80_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 69   
1 1A00_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 4 2R80_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 68   
1 1A00_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 5 1V4U_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 144 55   
2 2QLS_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 5 1V4U_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 144 53   
4 2R80_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 5 1V4U_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 144 52   
3 3EOK_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 141 5 1V4U_A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE 144 51   
Taula 3: Seqüències aparellades  ordenades segons l’score, el tant per cent d’identitat entre les 
dues seqüències  (Font: Programa ClustalW2)
 Imatge 13: Arbre fi logenètic 
de les cinc espècies. (Font: 
Aplicació de ClustalW2)
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Segons l’arbre fi logenètic, les nostres cinc espècies tenen un avantpassat en 
comú que, després d’un procés d’especiació, va donar lloc a dues espècies, una 
de les quals acabaria donant lloc a la tonyina i l’altra donaria lloc a les altres 
espècies després de dos processos d’especiació més: en el primer obtindríem 
dues espècies que representarien els ocells i els mamífers respectivament, i, en el 
segon, una d’aquestes espècies donaria lloc al colom i a l’ànec collverd i, l’altra, 
al gos i a l’humà. Naturalment, l’avantpassat de les cinc espècies va donar lloc 
a moltes més espècies i, per tant, una de les espècies resultant del primer procés 
d’especiació segur que no va donar lloc només a la tonyina. Tot i així, un arbre 
fi logenètic és tan sols un model i, per tant, simplifi ca la realitat, quedant-se amb 
només les espècies d’interès.  
El que s’ha de comentar és que no es pot assegurar que, agafant un altre 
gen, no ens sortís un arbre diferent. O sigui, que posar la mà al foc que aquesta 
relació que mantenen les proteïnes de les diferents espècies és la mateixa entre 
les espècies en general és delicat. Però encara que no es pugui assegurar al 100%, 
els resultats són prou de fi ar.
Un cop determinada la relació evolutiva entre les espècies es va investigar 
quina era la zona menys conservada entre totes aquestes i quines eren les zones 
amb una conservació perfecta entre les cinc cadenes, per tal de trobar-hi una 
explicació evolutiva.
En la imatge 14 es mostra l’alineació de les cinc cadenes amb una altra 
aplicació del programa ClustalW2. En verd hi ha encerclades les quatre zones 
més conservades, mentre que en vermell s’encercla la zona que es va considerar 
menys conservada.
Imatge 14: Alineació de les cinc cadenes. Els aminoàcids conservats estan pintats de blau fosc, les 
substitucions semiconservatives estan pintades de blau clar, i els aminoàcids gens conservats estan 
pintats de blanc. Una barra groga llarga també indica una alta conservació, mentre que una barra 
curta marró indica poca conservació. (Font: Programa ClustalW2)
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Per tal d’entendre per què es troben aquestes zones en aquests punts de 
la seqüència d’aminoàcids, es va utilitzar el programa VMD, el qual permet 
visualitzar, modelar, animar i analitzar grans biomolècules com proteïnes, àcids 
nucleics, lípids,... utilitzant imatges en 3D. Es pot descarregar gratuïtament a 
<www.ks.uiuc.edu/Research/vmd>. Així, es van poder visualitzar les estructures 
terciàries de les proteïnes i es van ressaltar els aminoàcids que formen part de la 
zona menys conservada i de les zones conservades. Abans de veure on estaven 
situades, es va plantejar la hipòtesi que la zona menys conservada s’havia de 
trobar lluny de la part catalítica de la molècula, el grup hemo, ja que mutacions 
en aquella regió afectarien el funcionament de l’hemoglobina. En canvi, per a les 
zones més conservades s’esperava que es trobessin prop del grup hemo perquè 
els residus dels aminoàcids en aquesta regió tenen molta importància i qualsevol 
canvi pot resultar mortal.
La següent imatge (Imatge 15) mostra l’hemoglobina humana amb els 
aminoàcids que formen la zona menys conservada ressaltats en vermell. La zona 
estudiada comprèn els aminoàcids 111-117 d’ocells i mamífers i els aminoàcids 
114-120 de la tonyina, ja que en aquest punt la tonyina ja presenta tres aminoàcids 
més que la resta. En totes cinc espècies es van obtenir resultats equivalents.
En aquestes imatges es veu clarament que la zona menys conservada se situa 
a la zona més allunyada del grup hemo, cosa que explica que s’hagi conservat 
tan poc, ja que si hi havia hagut una mutació en aquesta zona, aquesta no havia 
afectat l’efi càcia de la proteïna per la seva gran distància amb la part catalítica, 
i la selecció natural no l’havia seleccionat negativament. D’aquesta manera, les 
espècies poden presentar molta variabilitat en aquesta regió.
Imatge 15: Zona de l’hemoglobina menys conserva-
da per l’evolució (Font: Visualització ambVMD)
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La imatge 16 i la imatge 17 mostren la posició de les zones perfectament 
conservades. Com es podia veure a l’apartat de “zones estudiades”, les zones 
perfectament conservades (marcades en verd) es consideraven d’aquest grup a 
partir de tenir de quatre a cinc aminoàcids següents idèntics en totes les espècies. 
A més, es podia comprovar que estaven bastant disperses per la proteïna. 
La primera zona a estudiar se situa als aminoàcids 39-43 d’ocells i mamífers 
i als 41-45 de la tonyina. Per tant, comprèn cinc aminoàcids. En les imatges és 
pintada en vermell.
La segona zona es troba als aminoàcids 58-62 d’ocells i mamífers i als 61-65 
de la tonyina. També comprèn cinc aminoàcids. En les imatges es marca en verd.
La tercera zona comprèn els aminoàcids 92-95 d’ocells i mamífers i els 95-
98 de la tonyina. En aquest cas es tracta de quatre aminoàcids, formant la zona 
perfectament conservada més petita. A les imatges és de color lila.
La quarta i última zona es troba situada als aminoàcids 124-128 d’ocells i 
mamífers i als 127-131 de la tonyina. A les imatges és de color blau.
Confi rmant la hipòtesi, es pot veure, indubtablement, que les quatre zones 
perfectament conservades es troben a zones de la cadena d’aminoàcids molt 
properes al grup hemo. També s’ha vist que la posició d’una zona concreta era la 
mateixa en totes les espècies.
Imatges 16 i 17: Diferents perspectives de les zones de l’hemoglobina perfectament conservades 
per l’evolució (Font: Visualització amb VMD)
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A més a més, es pot veure que cada zona 
perfectament conservada està situada prop d’un 
extrem del grup hemo, tal i com es pot veure en 
el dibuix del costat (Imatge 18). En l’extrem 1 
es troba situada la quarta zona (en blau); al 2, la 
primera (en vermell) i la tercera (en lila); al 3, la 
segona (en verd) i, al 4, la primera (en vermell). 
Per tant, totes les zones es troben a un extrem 
menys la primera, que abraça dos extrems. 
D’aquí podem treure que la part més 
important de l’hemoglobina siguin les zones 
que es troben a prop dels extrems del grup 
hemo, ja que deuen permetre la bona posició 
d’aquest dins la proteïna i, per tant, la futura bona 
fi xació de l’oxigen en el Fe del grup hemo. 
L’últim punt d’investigació de l’evolució de l’hemoglobina va ser la 
utilització del programa online FlexServ, que estudia diversos factors de 
fl exibilitat de la proteïna, bàsicament els que tenen a veure amb el seu moviment 
i les interaccions entre aminoàcids. En aquest apartat es van analitzar els factor 
B-factors landscape, Lindemann coeffi cients, Apparent stiffnes i Residue 
correlations. El factor Residue correlation, que mostra les connexions entre 
els moviments dels aminoàcids, permet veure en quins parells d’aminoàcids 
el moviment d’un dels dos afecta més a l’altre. Aquest factor va ser el que va 
aportar informació evolutiva més interessant sobre les proteïnes i, per tant, el que 
s’explica a continuació amb més detall en aquest resum.
L’anàlisi més important d’aquest factor va consistir en mirar quins aminoàcids 
tenien una correlació més forta amb el grup hemo. Com que el FlexServ només 
pot treballar amb aminoàcids, es va haver de confi gurar l’arxiu descarregat del 
PDB amb la informació de la posició de cada àtom de la proteïna i substituir 
tot el grup hemo per un aminoàcid qualsevol, ja que l’aplicació del FlexServ 
que es va utilitzar no tenia en compte els residus de cada aminoàcid. Així, es va 
substituir per una glicina, una aproximació molt extrema, ja que una glicina i el 
grup hemo tenen una estructura i ocupen un volum molt diferent, però al mateix 
temps necessària per usar el programa.
Per a cada espècie es va obtenir un gràfi c com el de la imatge 19, que 
correspon a l’hemoglobina humana.
Imatge 18: Grup hemo amb les zo-
nes perfectament conservades (di-
buix modifi cat amb el Paint)
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En la representació hi ha en tots dos eixos els aminoàcids de la proteïna de 
manera que s’obté un resultat simètric dividint per la diagonal verda. En el web 
es pot saber exactament el valor de la correlació entre un parell d’aminoàcids 
concrets situant-se damunt del punt d’interès de la representació amb el ratolí.
Per tal de determinar els aminoàcids amb una correlació més forta amb el 
grup hemo, es va mirar la primera fi la, que coincideix amb l’última columna, ja 
que en aquesta es representa la correlació de la glicina, que representa el grup 
hemo, amb cada aminoàcid. El valor mínim considerat va ser de 0,15%, i es va 
obtenir la Taula 4.
Imatge 19: Residue correlation de l’hemoglobina humana. 
El blanc indica que els dos aminoàcids no estan gens correla-
cionats, mentre que el verd i vermell indiquen una correlació 
forta. El verd indica correlació positiva i el vermell indica 
correlació negativa  (Font: Realitzat amb FlexServ)
Humà Leu 83, Leu 86, His 87, Leu 91 i Val 93
Gos Leu 83, Leu 86, His 87 i Leu 91
Ànec de collverd Leu 83, Leu 86, His 87 i Leu 91
Colom Leu 83, Leu 86, His 87 i Val 93
Tonyina Leu 86, Leu 89, His 90, Met 94, Val 96
Taula 4: Aminoàcids de l’hemoglobina de cada espècie que presenten una correlació destacable 
amb el grup hemo  (Font: Elaboració pròpia)
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Sorprenentment, totes les espècies coincideixen exactament amb els mateixos 
aminoàcids, recordant sempre que la tonyina ha de tenir tres aminoàcids més que 
la resta de les espècies. L’única diferència és que l’humà, el colom i la tonyina 
tenen un aminoàcid més que les altres, la Val 93/96, tot i que al colom li falta 
la Leu 91, la qual arribava a 0’14% i no a 0’15%. Fins i tot l’aminoàcid és el 
mateix, amb l’excepció de la Met 94, que correspon a la Leu 91. Així veiem que 
la conservació d’aquests aminoàcids és molt i molt alta. 
Com que els aminoàcids són tan semblants per a totes les espècies, es va 
agafar l’hemoglobina humana com a exemple per a representar-los i es va obtenir 
la Imatge 20.
 
Aquesta imatge ens situa els aminoàcids (de color groc) a l’estructura 
terciària. Efectivament, estan molt a prop del grup hemo (aquí representat per 
la glicina). Tot i així, aquesta imatge no permet entendre com és que en totes les 
espècies tenen exactament els mateixos aminoàcids, els quals van saltats, i no 
els que es troben entre aquests. Per tal de poder-ho descobrir, a la imatge 21 i a 
la imatge 22 hi ha representats els mateixos aminoàcids en groc però, a més, els 
aminoàcids intercalats entre ells en rosa. Aquests aminoàcids en qüestió són la 
Ser 84, l’Asp 85, l’Ala 88, l’His 89, la Lys 90 i l’Arg 92   
   
  
Imatge 20: Aminoàcids (en groc) de 
l’hemoglobina humana amb més correlació 
amb la glicina que representa el grup hemo 
(bola blanca) (Font: Visualització ambVMD)
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Els resultats són contundents: els aminoàcids amb la correlació més forta 
amb el grup hemo són els aminoàcids que, tot i estar dins la mateixa hèlix α, 
estan encarats al grup hemo, sense cap excepció. Efectivament, és normal que 
estiguin molt conservats, ja que fi ns i tot, aquests aminoàcids tenen els seus 
residus gairebé tocant la glicina que representa el grup hemo.
L’aminoàcid que presentava una correlació més gran amb la glicina era l’His 
87 (His 90 en la tonyina). Per fer-nos una idea de la seva ubicació respecte el 
grup hemo, es va ressaltar aquest aminoàcid a l’hemoglobina humana i tornant a 
tenir el grup hemo representat per ell mateix (imatge 23 i imatge 24). 
Imatge 21 i Imatge 22: Els aminoàcids en groc són els que presenten més correla-
ció amb la Glicina que representa el grup hemo (bola blanca), i els aminoàcids en 
rosa són els aminoàcids que queden intercalats entre els grocs  (Font: Visualització 
ambVMD)
  Imatge 23 i Imatge 24: Situació de l’His 87 en l’hemoglobina humana  (Font: 
Visualització ambVMD)
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Es pot observar que la His 87 està situada perpendicularment respecte al 
grup hemo i, sobretot, perfectament situada sobre el ferro del grup hemo. Aquest 
fet podia signifi car que aquesta histidina tenia alguna funció relacionada amb 
el funcionament del grup hemo, ja que a més a més s’havia vist que els seus 
moviments estaven molt correlacionats.
Després de buscar en la bibliografi a, es va corroborar la importància d’aquest 
aminoàcid per al bon funcionament de l’hemoglobina. Se sabia que el ferro pot 
formar sis enllaços: un amb cada un dels quatre nitrògens del seu voltant, un altre 
amb l’oxigen que uneix i l’últim amb la His 87. Aquesta histidina rep el nom 
d’histidina pròxima i connecta el grup hemo amb la cadena peptídica a través de 
la seva unió amb el ferro, de manera que així el ferro es torna sensible als canvis 
en l’estructura de l’hemoglobina i al revés (Imatge 25). Així s’aconsegueix que, 
quan l’oxigen s’uneix al grup hemo d’una de les quatre cadenes, l’afi nitat a 
l’oxigen de les altres tres cadenes augmenti.
 
Imatge 25: Canvi de la posició de la histidina pròxima i del grup hemo en ajuntar-se amb un 
oxigen (Font: NCBI)
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Conclusions 
En aquest treball de recerca s’ha arribat a la conclusió que és possible 
reproduir l’evolució artifi cialment. Es va comprovar que mutacions a l’atzar 
en un gen poden donar lloc a un nou gen que codifi qui per una nova proteïna 
funcional. Una placa amb bacteris amb el gen hisF* va presentar creixement, 
cosa que signifi cava que havia suplert la falta de la proteïna HisA amb una 
altra proteïna que podia realitzar la seva funció, i aquesta era la HisF*. A la 
naturalesa, les poblacions obtenen noves facultats mitjançant aquest sistema, i 
d’aquí apareix la diversitat. Tot i així, és important tenir en compte que va ser 
difícil d’obtenir aquesta població de bacteris que va sobreviure, cosa que indica 
que les probabilitats d’obtenir noves proteïnes funcionals a la naturalesa també 
és baixa, però existeix.
Després d’investigar un cas real d’evolució de proteïnes, es va determinar 
que la mateixa proteïna és diferent segons l’espècie a la qual pertany. Aquestes 
diferències s’observen, sobretot, en la seqüència d’aminoàcids més que en 
l’estructura terciària, la qual era molt similar i per això en més d’una comprovació 
s’han extrapolat els resultats en l’estructura de l’hemoglobina humana a les 
altres espècies. Gràcies a la comparació de les seqüències d’aminoàcids es van 
determinar les relacions evolutives entre les diferents espècies. Va resultar que 
l’hemoglobina humana i la del gos estan molt a prop evolutivament, igual que 
l’hemoglobina de l’ànec collverd amb la del colom. Aquests dos grups, que es 
poden generalitzar dient mamífers i ocells, respectivament, tenen un avantpassat 
comú, i aquest avantpassat comú tenia un avantpassat comú amb la tonyina. 
Així, els ocells i els mamífers estan evolutivament a la mateixa distància que els 
peixos.
Respecte a l’estudi de les zones perfectament conservades, es va veure que 
se situaven a les zones de l’estructura terciària més properes als vèrtex del grup 
hemo, fet lògic perquè mutacions en aquestes zones podrien haver provocat un 
mal funcionament de la part catalítica de l’hemoglobina dels organismes que van 
patir les mutacions i que, per tant, van morir. En canvi, la zona menys conservada 
de l’hemoglobina es trobava a la zona més allunyada del grup hemo, així que 
mutacions en aquest lloc no van afectar la funció de la proteïna i es van conservar. 
Per últim, mitjançant l’estudi de la fl exibilitat de les proteïnes, es va descobrir 
que hi havia uns aminoàcids molt propers al grup hemo amb qui mantenien una 
gran correlació. Gràcies a aquest estudi es va manifestar l’important paper de la 
histidina pròxima per al bon funcionament del grup hemo i, consegüentment, de 
tota l’hemoglobina. 
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La conclusió general del treball és que les mutacions tenen un paper molt 
important en l’evolució, que s’ha constatat com se seleccionen positivament i 
negativa les mutacions, i que l’estudi d’una mateixa proteïna present en diferents 
espècies proporciona molta informació per tal d’entendre els mecanismes de 
l’evolució.
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